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[Abstract] 

This invention pertains to a process for identifying RARs antagonist molecules, 
characterized in that it includes the following stages: (i) a sufficient quantity of a RARs agonist 
molecule is applied topically to part of the skin of a mammal; (ii) a molecule capable of 
exhibiting RARs antagonist activity is administered systemically or topically to the same 
mammal or to this same part of the mammalian skin before, during, or after stage (i); and (iii) the 
response of the part of the mammalian skin treated in this way is evaluated. 

Description 

The object of this invention is a process for identifying RARs receptor antagonist 
compounds by using a mammalian species, such as rodents (rats, guinea pigs, hamsters, rabbits, 
mice, etc.). 

It is known that all-trans retinoic acid is a powerful modulator (i.e., an inhibitor or, 
conversely, a stimulator, depending on the nature of the treated cells) of the differentiation and 
the proliferation of numerous normal or transformed cell types. For example, it inhibits the 
differentiation of epithelial cells such as the keratinocytes of the epidermis. It also inhibits the 
proliferation of numerous transformed cells such as melanoma cells. 

In general, it is known that all-trans retinoic acid acts on cell differentiation and 
proliferation by interacting with nuclear receptors called RARs (Retinoic Acid Receptors) 
contained in the cell nucleus. These receptors, after fixation of the ligand (i.e., the all-trans 
retinoic acid), interact Nyith the promoter region of genes regulated by retinoic acid at the level of 
specific response elements. To attach themselves to the response elements, the RARs become 
heterodimerized with another type of receptors known as RXRs, the natural ligand of RXRs 
being 9-cis-retinoic acid. 

Numerous structural synthetic analogues of all-trans retinoic acid or 9-cis-retinoic acid, 
commonly called "retinoids," have already been described in the literature. Some of these 
molecules are capable of becoming fixing and activating (agonists) or, conversely, of 
deactivating (antagonists) the RARs specifically. For example, all-trans retinoic acid selectively 
activates the RARs, and thus is considered as an agonist molecule of the RARs. 

In mice, it has been shown that all-trans retinoic acid in a single topical administration 
induces a dose-dependent response of epidermal proliferation with a maximum response four 
days after application ("Retinoic acid provokes a regeneration-like proliferative response in 
murine epidermis," Arch. Dermatol. Res. 1992, 284:418-423). In accordance with this result, the 
response to a topical application of all-trans retinoic acid to the ear of a mouse is expressed, in 
particular, by an increased thickness of the mouse's ear. This increase in the thickness of the 
mouse's ear seems to be due to an increase in the thickness of the epidermis and to an 
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appearance of dermal edema. Therefore, this response can be readily measured with an apparatus 
such as the Oditest; the response is greater on the fifth and sixth days after application. This 
response is verified with all the agonist molecules of the RARs. 

With respect to the RARs antagonists, these have proven to be particularly interesting in 
the treatment of dermatological, rheumatic, respiratory, cardiovascular, bone, and ophthalmic 
disorders, particularly those connected with overregulation (overexpression or overactivity) of 
the RARs receptors and/or vitamin A hypervitaminosis (presence in the body of an abnormal 
quantity of vitamin A or its metabolites). Thus, the value of finding new RARs antagonist 
compounds that can inhibit the biological effects of overregulation of the RARs receptors and/or 
vitamin A hypervitaminosis is easy to understand. 

The applicant has discovered that the response to a topical application to mammalian skin 
of an RARs agonist molecule can be inhibited by systemic or topical administration of an RARs 
antagonist molecule. 

Thus, the object of this invention is to propose a simple procedure for identifying RARs 
antagonist molecules. 

This goal and others are attained by this invention, which concerns a process for 
identifying RARs antagonist molecules characterized in that it includes the following stages: (i) a 
sufficient quantity of at least one RARs agonist molecule is applied topically to part of the skin 
of a mammal; (ii) a molecule capable of RARs antagonist activity is administered systemically or 
topically to this same mammal or on this same part of the mammal's skin before, during, or after 
stage (i); and (iii) the response of the part of the mammal's skin treated in this way is evaluated, 
and it is compared with the response obtained on this same part of the skin treated by only 
stage (i). 

Thus, when the molecule administered is a RARs antagonist, the increase in the thickness 
of the part of the mammal's skin treated by a RARs agonist molecule is not observed, or is 
decreased. Therefore, the response is inhibited. 

In practice, the mammal is a rodent such as a mouse, a rat, a guinea pig, a hamster, or a 

rabbit. 

The part of the mammal's skin used can be any part of the mammal's body; 

The response on the treated part of the mammal's skin to be evaluated corresponds to a 
clinical modification of the skin. In general, this response to be evaluated corresponds to a 
change in the thickness of the part of the skin that has been treated. 

Thus, the thickness of the treated skin can be measured by any known method. 

When the part of the skin used is smooth, its thickness can be measured by folding it. 

It is most expedient to use the skin of the ear. The thickness of the skin on the ear can be 
measured by an Oditest. 
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Of course, the evaluation of stage (iii) corresponds to a measurement of the response of 
the part of the skin treated and to a comparison of this measurement with that of the response of 
this same part of the skin that is treated, under the same conditions, with the RARs agonist 
molecule alone. 

It is preferable for the RARs agonist molecules to be chosen from the compounds that 
can induce the differentiation of murine embryo teratocarcinoma (F9) cells. The secretion of the 
plasminogen activator that accompanies this differentiation is an index of the biological response 
of the F9 cells to these compounds. It is also known that the capacity of these compounds to 
induce the plasminogen activator is correlated directly with their affinity and activity on the 
RARs endogenous receptors to the F9 cells (Skin Pharmacol., 1990, 3:256-267). 

Examples of the RARs agonist molecules that induce differentiation of F9 cells include: 

-all-trans retinoic acid 

-2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8,-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic 

acid; 

-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carboxamide]benzoic acid; 

-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carbamoyl]benzoic acid. 

In the sections below and in the preceding one, the term "topical" means any technique of 
administering a product by direct application of this product to a superficial part (or external 
part) of the body. "Systemic" means any administration technique of a product by a route other 
than topical, e.g., enteral and/or parenteral. In the case of the systemic route, the oral route is 
preferred. 

The sufficient quantity of an RARs agonist molecule to be applied corresponds to the 
quantity at which a response of the treated part of the skin of the mammal is observed after stage 
(i). Preferably, and depending on the nature of the RARs agonist molecule used, this quantity 
ranges from 0.0001 wt% to 2 wt % per volume of solution applied. 

Several non-limiting examples will now be presented. 

Example 1 

The test used is the mouse ear edema test, induced by topical application of 
2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic acid 
(analog of all-trans retinoic acid) at 0.01 wt% by volume. In this model, a topical application of 
2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic acid to the 
ear causes inflammation characterized by an increase in the thickness of the mouse's ear, this 
increase becoming greatest 5 days after application. Therefore, this response can be quantified by 
measuring the ear thickness with an Oditest. 
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The exact operating protocol is as follows: 10 mice are first treated with 
2-(5,6J^-tetrahydro-5,5,83-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophen^ carboxylic acid 
(compound A), with topical application to one ear at t = 0 with 20 of an acetone solution 
containing 0.01 wt% by volume of 2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6- 
benzo[b]thiophene carboxylic acid. Simultaneously, 5 (=group 2) of the 10 mice treated with 
compound A receive a topical application, at t = 0, of 0.1 wt% by volume of trans 7-[3-(l- 
adamantyl)-4-methoxyphenyl]-3,7-dimethyl-2,4,6-heptatrieneoic acid (compound X) in acetone 
starting at t = 0. The 5 mice that were not treated with compound X make up group 1 . The 
response is quantified by measurement of the ear thickness at t = 5 or 6 days. The results are then 
expressed in % inhibition calculated as follows: 

mouse ear thickness (Group 1) - mouse ear thickness (Group 2) x 100 
mouse ear thickness (Group 1) 

Compound X is shown by another test to be a RARs antagonist. In fact, the antagonist 
activity of compound X is evaluated in the test of differentiation of murine embryo 
teratocarcinoma F9 cells (Cancer Research 43:5268, 1983). This compound tested at 10" 6 M is 
inactive as an agonist in this test, and it partly or totally inhibits the effect produced by an agonist 
retinoid on the morphology and the secretion of the plasminogen activator (the plasminogen 
activator secretion which accompanies the differentiation of F9 cells being an index of the 
biological response of the F9 cells to retinoids). 

The results obtained are brought together in Table 1 , below. 



Table 1 
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Topical route 

Compound 
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Key: 1 
2 
3 
4 



Thus, this test clearly shows that the combination of a RARs receptor agonist with a 
RARs receptor antagonist significantly inhibits the response of the mouse ear in comparison with 
the response induced by a single topical application of a RARs receptor ligand. 
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Example 2 

The same test is performed as in Example 1, except that compound A is replaced by 
all-trans retinoic acid (compound B). 

The results obtained are brought together in Table 2. 



Table 2 
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Key: 1 Topical route 

2 Compound 

3 Dose (% w/v) 

4 w/v means weight per volume 



Example 3 

The same test is performed as in Example 1, except that compound X is replaced by a 
compound Y: 4-[3-(l-adamantyl)-4-methoxyethoxymethoxyphenylethynyl]benzoic acid, or by 
compound Z: 4-[7-(l-adamantyl)-6-methoxyethoxymethoxy-2-naphthyl]benzoic acid. 

Compounds Y and Z also prove to be RARs antagonists; the antagonist activity of 
compounds Y and Z has been evaluated in the test of differentiation of murine embryo 
teratocarcinoma F9 cells, as described in Example 1. 

The results obtained are shown in Table 3. 



Table 3 
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Example 4 

Exactly the same test as in Example 1 is carried out, except that compound A is replaced 
by compound B (as described in Example 2), and compound X is replaced by compounds Y or Z 
(as described in Example 3). 

The results are shown in Table 4: 



Table 4 
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Key: 1 Topical route 

2 Compound 

3 Dose (% w/v) 

4 w/v means weight per volume 

Example 5 

Exactly the same test as in Example 1 is carried out, except that compounds Z and W, 
replacing compound X, are administered orally in Cremophor (EL 25%) oil instead of being 
applied topically at the doses indicated in Table 5. 

Compound W is: p-[(E)-2-[3',4 , -dihydro-4 ? ,4 , -dimethyl-7'-(heptyloxy)-2'H-l- 
benzothiopyran-6'-yl]propenyl]benzoic acid. 

Compound W proves to be a RARs antagonist; the antagonist activity of this compound 
has been evaluated in the test of differentiation of murine embryo teratocarcinoma F9 cells, as 
described in Example 1 . 

The results are shown in Table 5. 



Table 5 
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Claims 

1. Process for identifying RARs antagonist molecules, characterized in that it includes the 
following stages: (i) topical application to a part of mammalian skin of a sufficient quantity of a 
RARs agonist molecule, (ii) systemic or topical administration to this same mammal or the same 
part of the mammal's skin before, during, or after stage (i), of a molecule capable of presenting 
RARs antagonist activity, and (iii) evaluation of the response of the treated mammal's skin and 
comparison with the response obtained on this same part of the skin treated only with stage (i). 

2. Process according to the preceding claim, characterized in that the mammal is a rodent 
such as a mouse, rat, guinea pig, hamster, or rabbit. 

3. Process according to either of the preceding claims, characterized in that the part of the 
mammars skin used is the skin of the ear. 

4. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the response to 
be evaluated in stage (iii) corresponds to a change in the thickness of the treated part of the 
mammal's skin. 

5. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the RARs 
agonist molecule is chosen from the compounds that can induce differentiation of murine 
embryo teratocarcinoma (F9) cells. 

6. Process according to the preceding claim, characterized in that the RARs agonist 
molecule used is chosen from: 

-all-trans retinoic acid 

-2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)-6-benzo[b]thiophene carboxylic 

acid 

-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carboxamido]benzoic acid 
-4-[(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthyl)carbamoyl]benzoic acid 

7. Process according to any of the preceding claims, characterized in that the systemic 
route is the oral route. 
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[Abstract] 

This invention pertains to a process for identifying RARs antagonist molecules, 
characterized in that it includes the following stages: (i) a sufficient quantity of a RARs agonist 
molecule is applied topically to part of the skin of a mammal; (ii) a molecule capable of 
exhibiting RARs antagonist activity is administered systemically or topically to the same 
mammal or to this same part of the mammalian skin before, during, or after stage (i); and (iii) the 
response of the part of the mammalian skin treated is evaluated in this way. 
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Description 

La presente invention a pour objet un procede pour identifier des composes antagonistes des recepteurs RARs 
en utilisant un mammifere, tel que tes rongeurs (rat, cobaye. hamster, lapin, souris...). 

5 On sait que I'acide retinoique tout-trans est un puissant modulateur (i.e. un inhibiteur ou. au contraire, un stimu- 

lateur. selon la nature des cellules traitees) de la differenciation et de !a proliferation de nombreux types cellulaires 
normaux ou transformed. Par exemple, il inhibe la differenciation des cellules epitheliales, tels que les keratinocytes 
de I'epiderme. 1 1 inhibe aussi la proliferation de nombreuses cellules transformers telles que les cellules de melanomes. 
On sait. d'une maniere generate, que I'acide retinoique tout-trans (all-trans retinoic acid) agit sur la differenciation 

f 0 et la proliferation des cellules en interagissant avec des recepteurs nucleaires appeles RARs (Retinoic Acid Receptors) 
contenus dans le noyau cellutaire. Ces recepteurs, apres fixation du ligand (i.e. de I'acide retinoique tout-trans), inte- 
ragissent avec la region promotrice de genes regules par I'acide retinoique au niveau d'elements de reponses speci- 
fiques. Pour se fixer sur les elements de reponse. les RARs s'heterodimerisent avec un autre type de recepteurs 
connus sous le nom de RXRs, le ligand nature) des RXRs etant I'acide 9-c/s-retinoique. 

'5 De nombreux analogies structuraux synthetiques de I'acide retinoique tout-trans ou de I'acide 9-c/s-retmoi'que. 

couramment denommes "retinoides", ont ete decnts a ce jour dans la litterature. Certaines de ces molecules sont 
capables de se fixer et d'activer (agonistes) ou a I'inverse de desactiver (antagonistes) specifiquement les RARs. Par 
exemple, I'acide retinoique tout-trans active selectivement les RARs et ainsi est considere comme une molecule ago- 
niste des RARs. 

20 Chez la souris, il a ete montre que I'acide retinoique tout-trans en administration unique par voie topique mduit 

une reponse. dependante de la dose, de proliferation de I'epiderme, avec un maximum de reponse quatre jours apres 
I'application ("Retinoic acid provokes a regeneration-like proliferative response in murine epidermis" Arch. Dermatol. 
Res. 1992, 284:418-423). En accord avec ce resultat, la reponse a une application topique d'acide retinoique tout- 
trans sur I'oreille de souris se traduit notamment par une augmentation de Pepaisseur de I'oreille de souris Cette 

25 augmentation de Pepaisseur de I'oreille de souris semble etre due a une augmentation de Pepaisseur de I'epiderme ct 
£ IjnlTappiritior i d'un oedeme dermique. CelteTepon s e peut done etre f acilement mesufe¥a = PIicieci' un apparei I tel 
que I'oditest, celle-ci etant maximale aux cinquieme et sixieme jours apres I'application. Cette reponse se verifie avec 
toutes les molecules agonistes des RARs. 

En ce qui concerne les antagonistes des RARs, ceux-ci s'averent notamment interessants dans le traitement de 

30 desordres ou des affections dermatologtques. rhumatismales, respiratoires, ca rdiovasculaires, osseuses ou encore 
ophtalmologiques notamment liees a une surregulation (surexpression ou suractivite) des recepteurs RARs et/ou a 
une hypervitaminose A (presence dans Porganisme d'une quantite anormale de vitamine A ou de ses metabolites) 
Ainsi, on comprend I'interet de trouver de nouveaux composes antagonistes RARs qui peuvent venir inhiber les effets 
biologiques d'une surregulation des recepteurs RARs et/ou d'une hypervitaminose A. 

35 La Demanderesse vient de decouvrir que la reponse a une application topique sur la peau d'un mammifere d'une 

molecule agoniste des RARs peut etre inhibee par Padmimstration par voie systemique ou topique d'une molecule 
antagoniste des RARs. 

Ainsi. la presente invention a pour but de proposer un procede simple pour identifier des molecules antagonistes 
des RARs. 

■io Ce but et d'autres sont atteints par la presente invention qui concerne un procede pour identifier des molecules 

antagonistes des RARs, caract6rise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : (i) on applique topiquement sur une 
partie de la peau d'un mammifere une quantite suffisante d'au moins une molecule agoniste des RARs, (ii) on admmistre 
par voie systemique ou topique sur ce meme mammifere ou sur cette meme partie de la peau du mammifere. avant. 
pendant ou apres I'etape (i), une molecule susceptible de presenter une activite antagoniste des RARs et (in) on evalue 
•*5 ia reponse de la partie de la peau ainsi traitee du mammifere et on la compare avec la reponse obtenue sur cette 
meme partie de peau traitee par la seule etape (i). 

Ainsi, lorsque la mol6cule administree est un antagoniste des RARs, I'augmentation de Pepaisseur de la partie de 
la peau traitee du mammifere par une molecule agoniste des RARs n'est pas constatee ou est diminuee. On observe 
done une inhibition de la reponse. 
so De maniere pratique, le mammifere est un rongeur tel qu'une souris, un rat, un cobaye, un hamster ou un lapin. 

La partie de la peau de mammifere utilisee peut etre n'importe quelle partie du corps du mammifere. 

La reponse sur la partie de la peau ainsi traitee du mammifere a evaluer correspond a une modification clmique 
de celle-ci. De maniere generale, cette reponse a evaluer correspond a une modification de I'epaisseur de ta partie 
de la peau ainsi traitee. 

55 Ainsi, la mesure de Pepaisseur de la partie de la peau ainsi traitee peut etre realisee par toute methode connue 

en soi. 

Lorsque la partie de la peau utilisee est lisse, on peut mesurer son epaisseur en la pliant 

De maniere plus pratique, on utilise la peau de I'oreille La mesure de Pepaisseur de Poreille peut alors etre realisee 
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par un oditest. 

Bten entendu. revaluation de I'etape (iii) correspond a une mesure de la reponse de la partie de la peau ainsi 
traitee et a une comparaison de cette mesure avec celle de la reponse de cette meme parlie de la peau traitee. dans 
les memes conditions, avec la molecule agoniste des RARs seule. 

5 De preference, les molecules agonistes des RARs sorit choisis parmi les composes capables d'induire la differen- 

ciation des cellules (F9) du teratocarcinome embryonnaire de souris. La secretion de I'activateur plasminogene qui 
accompagne cette differenciation est un indice de la reponse biologique des cellules F9 a ces composes. On sait 
egalement que la capacite de ces composes a induire I'activateur plasminogene est correle directement avec I'affinite 
et I'activite qu'ils ont sur les recepteurs RARs endogenes aux cellules F9 (Skin Pharmacol.. 1990, 3. pp. 256-267). 

io Parmi les molecules agonistes des RARs induisant la differenciation des cellules F9, on peut plus particulierement 

citer 

I'acide retinoique tout-trans, 

Tacide 2-(5.6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[b]thiophen carboxylique, 
is - I'acide 4-[(5 ; 6,7,8-tetrahydro-5,5 ; 8.8-tetramethyl-2-naphtyl) carboxamido] benzoique, 
I'actde 4-[(5,6 : 7 t 8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphtyl) carbamoyl! benzoique. 

Dans ce qui suit ou ce qui precede, on entend par voie toptque, toute technique d'administration d'un produit par 
application directe de ce dernier sur une partie superficielle (ou externe) du corps, et par voie systemique, toute tecn- 
20 nique d'administration d'un produit par une voie autre que topique, par exemple enterale et/ou parenteral. Dans le 
cas de la voie systemique, on prefere utiliser la voie orale. 

La quantite suffisante d'une molecule agoniste des RARs a appliquer correspond a celle a laquelle on observe 
une reponse de la partie traitee de la peau du mammifere apres I'etape (i). Ainsi, de preference et selon la nature de 
la molecule agoniste des RARs utilisee, cette quantite varie entre 0,0001% et 2% en poids par volume de solution 
2S appliquee. 

On va maintenant donner, a titre nullement limitatif, plusieurs exemples. 
EXEMPLE 1 

30 Le test utilise est done celui de I'oedeme de I'oreille de souris induit par application topique de I'acide 2-{5.6,7,3-te- 

trahydro-5,5.8,8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo(b]thiophen carboxylique (analogue de I'acide retinoique tout-trans) a * 
0.01% en poids par volume. Selon ce modele, une application topique de I'acide 2-(5.6,7,8-tetrahydro-5 ( 5.3.8-tetra- . *■& 

methyl-2naphtyl)-6-benzo[b]thiophen carboxylique sur I'oreille provoque une inflammation qui se caractense par une 
augmentation de I'epaisseur de I'oreille de souris, cette augmentation devenant maximal au bout de 5 jours apres 

35 ('application. Cette reponse peut done etre quantifies par une mesure de I'epaisseur de I'oreille par un oditest. * 
Le protocole operatoire exact est le suivant : 1 0 souris sont tout d'abord traitees avec I'acide 2-(5,6 ( *7,8-tetrahydro- m 
5,5,8, 8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[b]thtophen carboxylique (compose A), en procedant sur I'une de leur oreiile a wdl 
une application topique a un temps t=0 avec 20 u.l d'une solution d'acetone comprenant 0,01 % en poids par volume 
d'acide carboxylique 2-(5,6,7,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2naphtyl)-6-benzo[b]thiophen. Simultanement. on ap- v 

40 plique en une fois par voie topique, sur 5 (= groupe 2) des 10 souris traitees par le compose A. 0,1 % en poids par 
volume de I'acide trans 7^3M1-adaniantyl)-4-methoxyphenyl]-3,7-dimethyl-2,4,6-heptatrienoique (compose X) dans 
de I'acetone a partir de t=0. Les 5 souris n'ayant pas ete traitees par le compose X constituent le groupe 1 La reponse 
est quantifiee par une mesure de I'epaisseur de I'oreille a t = 5 ou 6 jours. Les resultats sont ensuite exprimes en % 
d'mhibition calcule de la facon suivante : 

45 

epaisseur oreiile souris (Groupe 1 ) - epaisseur oreiile souris (Groupe 2) x lQQ 
epaisseur oreiile souris (Groupe 1 ) 

Le compose X se revele par un autre test comme etant un antagoniste des RARs. En effet, I'activite antagoniste 
so du compose X est evaluee dans le test de differenciation des cellules F9 de teratocarcinome embryonnaire de souris 
(Cancer Research 43, p 5268, 1 983). Ce compose teste a 10" 6 M est inactif en tant qu'agoniste dans ce test et inhibe 
partiellement ou totalement I'effet produit par un retinoide agoniste sur la morphologie et sur la secretion de I'activateur 
du plasminogene (la secretion de I'activateur du plasminogene qui accompagne la differenciation des cellules F9 ctant 
un indice de la reponse biologique des celuies F9 aux retinoides). 
55 Les resultats obtenus sont rassembles clans le tableau 1 suivant. 
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tableau 1 



voie topique 


dose (%P/V) 


vote topique 


dose (%P/V) 


Inhibition (%) 


compose A 


0,01 


compose X 


0,1 


58.60 


P/V sign if ie poids par volume. 



Ainsi, on demontre clairement. grace a ce test, que I'association d'un agontste de recepteurs RARs avec un an- 
tagoniste des recepteurs RARs inhibe de maniere importante ta reponse de I'oreille de souris comparativement a la 
reponse induite par une application topique unique d'un ligand de recepteurs RARs. 

EXEMPLE 2 

On realise exactement le meme test qu'a I'exemple 1, sauf que le compose A est remplace par I'acide retinoi'que 
tout-trans (compose B). 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 2 suivant. 



tableau 2 



voie topique 


dose (%P/V) 


voie topique 


dose (%P/V) 


Inhibition (%) 


compose B 


0,1 


compose X 


0.1 


32 


P/V signifie poids par volume 



EXEMPLE 3 

Oh realise exactement le mdme test qu'a I'exemple 1 , sauf que le compose X est remplace par un compose V 
Acide 4-[3-{1-adamantyl)-4-methoxyethoxymethoxyphenylethynyl]benzoique ou par un compose Z Acide 4-[7- 
( 1 -adamanty l)-6-methoxyethoxymethoxy-2-naphtyl]benzoique. 

Les composes Y et Z se revelent par ailleurs comme etant des antagonistes des RARs, I'activite antagoniste des 
composes Y et Z ayant ete evaluee dans le test de differenciation des cellules F9 de teratocarcinome embryonnaire 
de souris, tel que decrit dans I'exemple 1 . 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 3 suivant. 



tableau 3 



voie topique 


dose (%PA/) 


voie topique 


dose (%P/V) 


Inhibition (%) 


compose A 


0,01 


compose Y 


0,1 


81 


compose A 


0,01 


compose Z 


0,1 


92 


P/V signifie poids par volume 



EXEMPLE 4 

On realise exactement le meme test qu'a I'exemple 1 , sauf que le compose A est remplace par le compose B (tel 
que decrit a I'exemple 2) et le compose X est remplace par les composes Y ou Z (tels que decrits a I'exemple 31 
Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 4 suivant : 



tableau 4 



voie topique 


dose (%P/V) 


voie topique 


dose (%P/V) 


Inhibition (%) 


compose B 


0,1 


compose Y 


0,1 


32 


compose B 


0,1 


compose Z 


0,1 


86 



EXEMPLE 5 

On realise exactement le meme test qu'a I'exemple 1 , sauf que les composes Z et .W, remplacant le compose X. 
sont administres par vote orale dans de I'huile de type cremophor i EL 25%), au lieu d'etre appliques par voie topique 
aux doses indiquees dans le tableau 5 ci-dessous. 
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Le compose W est: Acide p-KEi-S-IS'.^-dihydro-^.^-dimethyl-T'-iheptyloxyJ^'H-l -benzothiopyran-S'-ylJprope- 
nyl]-benzoique 

Le compose W se revele par ailleurs comme etant un antagoniste des RARs. I'activite antagoniste de ce compose 
ayant ete evaluee dans le test de differenciation des cellules F9 de teratocarcmome embryonnaire de souris tel que 
s decrit dans t'exemple 1 

Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau 5 suivant : 



tableau 5 



voie topique 


dose (%P/V) 


voie orale 


dose (%P/V) 


Inhibition (%) 


compose A 


0.01 


compose Z 


30 


45 


compose A 


0.01 


compose W 


30 


79 



is Revendications 

1. Procede pour identifier des molecules antagonistes des RARs, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : (i) on applique topiquement sur une partie de la peau d'un mammifere une quanlile suffisanie d'une 
molecule agoniste des RARs, (ii) on administre par vote systemique ou topique sur ce meme mammifere ou sur 

20 cette meme partie de la peau du mammifere, avant. pendant ou apres I'etape (i), une molecule susceptible de 

presenter une activite antagoniste des RARs et (iii) on evalue la reponse de la partie de (a peau ainsi traitee du 
mammifere et on la compare avec la reponse obtenue sur cette meme partie de peau traitee par la seule etape (i). 

2. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que le mammifere est un rongeur tel qu'une souris, 
25 un rat, un cobaye, un hamster ou un lapin. 

3. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la partie de la peau de mammifere 
utilisee est la peau de I'oreille 

30 4. Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que la reponse a evaluer.a I'etape (iii) 
correspond a une modification de I'epaisseur de la partie de la peau ainsi traitee du mammifere. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la molecule agoniste des 
RARs est choisie parmi les composes capables d'induire la differenciation des cellules (F9) du teratocarcmome 

35 embrionnaire de souris. 

6. Procede selon la revendication precedente, caracterise en ce que la molecule agoniste des RARs utilisee est 
choisie parmi : 

40 - I'acide retinoi'que tout-trans, 

I'acide 2-(5,6,7,8-tetrahydro-5 ) 5 1 S,8-tetramethyl-2-naphtyl)-6-benzo[b]thiophen carboxylique, 
I'acide 4-[(5,6 1 7,8-tetrahydro-5,5 ) 8 1 8*tetramethyl*2-naphtyl) carboxamido] benzoique, 
I'acide 4-[(5,6 1 7 1 8-tetrahydro-5,5 ) 8,8-tetramethyl-2-naphty() carbamoyl] benzoique. 

45 7. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes. caracterise en ce que la voie systemique est la 
voie orale. 
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